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論 文 内 容 要 旨
筆者 は,核 酸構成成 分 と化学 試薬 との反応性,そ して その修飾部分の構造 と特異 性や反応 機構
さ らに 速度論 的研究 が,核 酸の機 能や構造解 明の研 究に寄与する ものであ ると⑱観 点か らい くつ
かの反 応を検討 した。
手チル化剤のひとつ であるtriethyloxoniumfluoroborate(TEOF)をcytidine-2'(3う
一monophosphate(OMP)と種 々のイオ ン強 度を もつpH8.9のbuffer中反応 させる と エ チ ル
化CMP(Et-CMP)が 生成す る。イオ ン強度(μ)0.6付近 で最 高の収率を示すが,0.2以 下 で
は全 く反応 しない。 μ=0.6のbufferを使用 し,pHを 変 化させつ つ反 応を行 わせ るとpH9
付近 で最 もよ く反応 が進行 し,75%近 くがEt-CMPと なるが,pH6以 下 ではア ル キ ル化 は
ほとん ど進行 しない。Uridlne-2'(3')一monophosphate(UMP)を種々のイオ ン強度をもつ
pH8.9のbuffer中で 同様 に反応 させ るとμ窟0.6付近で約55%のEt-UMPが 生成 し,少 量
のurldjneを副生す る。 μ=0.1付近で はほ とん ど反応 がお と らない。 μ=0.6および0.1の
'
bufferを使用 し,各 種pHの もとに同様の反応を行わせ る と,Et-UMPは いずれ もpH9付
近で最高の収率を示す。Guanosine-5Lmonophosphate(GMP)を各種buffer中男EOFと
反 応 させ,塩 酸 にて加水分解後反応率を調べてみ ると,ア ルキル化 はμ=0.5付近,pH9付 近
で最 もよ く進行 し,80%近 い収率を示す。 μ=0.1,pH9付 近に おいて も50%近 くがEt-
Gに 変化する。adenosine-5'一monophosphate(AMP)を同様に各種buffer中TEOFと反
応 させ たが,ア ル キル 化は全 くお こらず,用 いたbufferのpHで定 量的 に原料を回収 した。
以 上,モ ノヌク レオチ ドで得 られた事 実は反応条件 を選 択すれば特 定塩基の みを修飾 しうる可
能性 を示 している。 モノマーで得 られた条件す なわち,pH8-9,μ 篇0.1-0.2のbuf∫er
中でTEOFをRNAお よびDN八 と反 応させ る と,主 要 塩基の うちGの みが選択的にエ チ ル 化 さ
れ ると予想 され た。 そこでyeastRNAおよびsalmonDNAをpH8.9,μ=0.1のbuffer中,
約5倍 当量 のTEOFと 反応 させ た後,そ れぞれ を加 水分解 して常法の如 く塩基分析 を行 った。
その結果,含 有Gの それぞ れ49.6%,41.4%が 選 択的 にアル キル化 され,他 の塩基,A,T,
Uお よびCは 未 変化 であることが確認 され た。
アルキル化DNAは,nativeDNAに 比 し約0.8%のhyperchromicityを示すにす ぎないが,
融点は約25。低下 してお り,CD曲 線の残基楕 円率 も9-18%減 少 していた。 これ らの結果 は,
エチル化DNAがbasestackingおよびbasepalringを若干減少 して不規則 性が生 じて い る
ものの,依 然doublehelica韮structureを保 持 してい ることを示 してい る。 しか しなが ら,
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TableII. TheBaseCompositionofYeastRNAbeforeand
afterTreatmentwithTEOF
mole場 Up Cp Gp Et-Gp
NativeYeastRNA
牽…thy耳ated.RNA
26.5
26.1
21.0
21.3
25.9
25.8
26.6
13.5 13.3
TableIII. TheBaseCompositionofSalmonDNAbefore
afterTreatmentwithTEOF
and'～
m・ユe、% dTp acp dAp dGp Et-dGp
NativeSalmonDNA
EthylatedDNA
27.1
26.9
20.3
20.1
27.1
27,4
25.5
15.0 10.6
そのsucr・se.を用いた濃 度勾配 分析 よ り,エ チル化DNAは 二重 らせ ん構造 を保持 し.て9・る もの
の,い く.つかのポ リマーに切断 され,し か も各 ポ.リマー中には数多 くの切れめ が入 ってい.ること
が示 され た。
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3-Methyluridine(3-Me-UR)は通常のRNAア ルカ リ加 水分解条件下,N-methyl-
urearibosideにまで分解 され るが,こ の分解反 応は5ノ位の水酸基の6位 の炭素への 求 核 攻 聖
に基づ くもの と思 われた。 そ こでさ らに,uraci正の1位 へriboseに代えて直鎖のhydroxy-
alky1基が結 合 した化合物(5a-5e)を 合成 し,これ らのアル カ リ分解性について も検討 を加
えた。 もし,先 にあげ られた反応機構 が正 しいな らば,ア ルキル部 分の炭素数 を変化 させ た場合
炭 素数3個 の とき水酸基部分 と6位 の炭素とで6員 環 とな って最 も安定 化 し,こ の ときの反 応速
度が最:大とな るはず である。5a-5eを 各種濃度 の水酸化カ リウム溶液中,2×10-3Mの 濃度に
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溶か し,各 種温度下一定時間 イ ンキ ュベ ー トした後一定量 を採取,塩 酸酸性 と した後267nmに
お けるUV吸 収強度 の減少を観察す ると,た とえ ばN-KOH中,55。 の場合,各 化合物 はMe-
URよ り分解速 度 がおそいが,い ずれ も一次反 応速度:式に従 ってお り,5a-5eの 中で は5bが ・
最 も速 く,go分 後で50%以 下 にまで減少 す る。 また,求 核反応促進性 のあ るDMSOを 水 溶
液 に加 えるこ とに より,反 応は促進 され る。 各分解 条件下での速度定数kを 求 あ,さ らに反応初
速 度を求めて比 較す ると下図の ごと くな り,予 想 どお り炭素数3の とき反応速 度は最大 とな った。
分解 産物については11の 各化合物の生成 が予 想 され,別 途合 成 した標品 と比較 し,一 致 を
み た。 む
亜硫 酸水 素ナ トリウムの存在 下,2537Aの 紫外 線を照射す ると,pH9のbuffer中,
thymidine(TR)およびuridine(UR)は還元を受 ける。 その反応 曲線は,一 定時間 ごとに
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反応液 を採取,267あ るいは262nmに お けるUV吸 収 強度の消長を観察す ることによ って得
られ,TRに お いては90分 後で80%以 上,URで は30分 後 には70%以 上 が それ ぞれ消失
す る。還 元生成物 につ いては,反 応後酸加水 翁解 を行 い,TRの 場合 は5,6-dihydrothymine
と精製 の段階で副生 したと思 われる2-oxo-4-methoxy-5-methylhexahydropyrimidlne
を,URの 場合 は5,6-dihydrouraci1を,それぞれ同定 した。 本反応 にお いては反応液を100。
で1時 間加熱 しても消失 したUV吸 収 が再び現われない こ とよ り光加水反応の可能性は否定 され
るほか,pH9の 溶液 中では暗室 中8時 間放置 して もピ リミジ ン環への亜硫 酸イオ ンの付加 はお
こ らず,他 の還元反応よ りもきわ めて緩和にTRお よ びURを 選択的 に還元す る。
以上,検 討 された新 しい化学反応性は,そ の核酸研究への幅広 い応用 が期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は ポ リヌ ク レオ チ ドの 選 択 的 ア ル キ ル 化(第1章),3-methylrl一(.ω 一hydroxy-
alkyl)uracilのア ル カ リ 分 解 性(第2章)お よ び 亜 硫 酸 イ オ ン に よ る ピ リ ミ ジ ン ヌ ク レ オ シ
ドの 光 還 元(第3章)に つ い て 検 討 し て 得 た 結 果 を ま と め た も の で あ る 。
著 者 は エ チ ル 化 剤 の 一 つ で あ るtrjethyloxonjumfluorobora!e(田EOF)が使 用 す る 緩 衝
液 を 選 択 す る こ と に よ っ てuridine-2'(3')一monophosphate(UMP),cytidine-2'(3ノ)
一monophosphate(OMP),guanosine-5一monophosphate(GMP)をエ チ ル 化 す る が,'
adenosine-5一monophosphate(AMP)とは 反 応 せ ず,イ オ ン強 度 が 低 い と きUMPお よ び
CMPと は ほ と ん ど反 応 しな い こ と に 着 目,TEOFをpH8.9,μ=o.1の 緩 衝 液 中DNA,RNA
と 反 応 さ せ る と 特 異 的 に7-ethylguanineを生 成,反 応 率 は50%に 近 い こ と を 見 い 出 し た 。
エ チ ル 化 さ れ たDNAは,変 性 温 度 曲 線,CD曲 線 お よ び 濃 度 勾 配 分 析 の 結 果 よ り二 重 らせ ん を
保 持 し て い .るも の の,い くつ か の ポ リマ ー に 切 断 さ れ て い る こ と を 明 ら か に し た 。
次 に,3-methy孟uridineの ア ル カ リ分 解 に は5ノ位 の 水 酸 基 が 関 与 し て い る と思 わ れ た が,
3-methyl-1一(ω 一hydroxyalkyl)uracilのア ル カ リ分 解 に お い て も,水 酸 基 の6位 の 炭
素 へ の 求 核 攻 撃 が 反 応 に 関 与 し て い る こ と を 証 明 し た 。 こ の と き 形 成 さ れ る無 水 物 中 間 体 が6員
環 と な る,炭 素 数3個 の と き分 解 速 度 は 最 大 と な る 。 分 解 は 一 次 反 応 速 度 式 に 従 っ て お り,N-
hydroxyalkyl-NLmethylureaが生 成 す る こ と を 認 あ た 。
む
さらに,亜 硫酸イオ ンの存在下,2537Aの 紫外線を照射す ると,ア ルカ リ性溶液 中thym」一
dineおよびuridineのみが選択 的に還元 されて,5,6一 ジ ヒ ドロ体 がそれぞれ得 られた。反 応
条件 はきわめて緩 和であ り,光 加 水反応 や高濃度の場合 にみ られる亜硫 酸イオ ンの付 加な どの副
反応 はおこ らず,cytidineやプ リン塩基 とも反応 しない ことを明 らか にした。
以 上の知見 を詳述 した本論文 は学位論文 として価値 あ るもの と認め る。
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